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1. ZkousSka inhibice pohyblivosti Daphnia magna
Straus (Cladocera, Crustacea)

Zkouska akutni toxicity
Zpracovano podle CSN I1SO 6341
Vyucujici: marie.smutna@recetox.muni.cz
Metoda stanoveni akutni toxicity chemickych latek, priimyslovych odpadnich vod a
povrchovych nebo podzemnich vod pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea).

Princip
Zkouska je zaloZena na uréeni koncentrace latky, kterd za 24 (48) hodin imobilizuje 50 %
jedincl Daphnia magna vystavenych podminkdm testu.
Pristroje a chemikalie
- automaticka pipeta + Spicky
- plastova kapatka
- testovaci desticka (30 jamek, objem jamky 10 mL)
- kadinky
- odmérny vélec
- chemikalie na ptipravu média - chlorid draselny KCl, hydrogenuhli¢itan sodny NaHCOal
chlorid vdpenaty CaCl, siran hotec€naty MgSO,

- pozitivni kontrola - dichroman draselny K Cr,O,

Podminky testu
- teplota: 20+ 2 ¢C
- délka expozice 24hod (48 hod.)
- fotoperioda 16h svétla/8 h tmy

Pfiprava experimentu a pracovni postup
Priprava média
Nejprve je treba pfipravit dostatecné mnozstvi média pro vSechny kroky postupu
experimentu.

Zasobni roztoky:
8,88g CaCI2 se rozpusti v 1L destilované vody

4,93g MgsO, se rozpusti v 1L destilované vody
2,59¢g NaHCO3 se rozpusti v 1L destilované vody

0,23g KClI se rozpusti v 1L destilované vody
- na 1L média se davkuje 25 mL z kazdého zasobniho roztoku, do odmérné banky 1L se
nalije ¢ast destilované vody, pridaji se zasobni roztoky a doplni se destilovana voda
- aeraci se roztok nasyti kyslikem (koncentrace kysliku by neméla klesnout pod 7 mg/L) a
zkontroluje se pH (7,8+0,2)
(médium budete mit pripravené)



Pfiprava organismt na test

Do experimentu se nasazuji jednodenni juvenilové, proto je potifeba 1 den pred zaloZenim
experimentu vyclenit do speciadlni nadoby — kadinky (0.5L) s médiem nékolik gravidnich samic.
Toto preneseni samic do oddélené nadoby je impulsem k rozeni mladat.

Ptiprava koncentracni rady testované latky

Redici Fadu testované latky (5 konc. bod(l) pfipravime v dostate¢ném objemu ve sklenénych
kadinkdch. Latku postupné fedime v médiu a pridadvame-li lIatku (vzorek) v jiném rozpoustédle
nez ve vodé, tak je nutné dbat na to, aby ve vSech testovych variantdch byla stejna
koncentrace rozpoustédla, maximalné vsak 0.5% v/v. Z kaddinek potom napipetujeme po
10 mL do kazdé testové jamky na plastové testové desce dle doporuc¢eného schématu. Na
kazdou koncentraci pfipadd 5 opakovani, pficemz prvni jamka v fadé slouZi jako jamka na
oplach.

Jako pozitivni kontrola se pouZziva standardni toxikant dichroman draselny.

Nasazeni organismi do testu

Do prvni jamky - jamky na oplach - pfeneseme kapatkem 20 jedinc( z nddoby s juvenily a poté
pfendsime po 5 jedincich do jednotlivych testovych jamek. Timto zabrdanime nezadoucimu
nafedéni testované latky pfi manipulaci s kapatkem.
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Obr.1 schéma testovaci desticky a rozloZeni koncentraci

Expozice a vyhodnoceni imobilizace

Desku s dafniemi nechame exponovat v kultiva¢ni laboratofi pfi teploté 20 £ 2 2C a svételném
rezimu 16h svétlo/8h tma.

Na konci zkuSebni doby 24h (48h) se spocitaji mobilni jedinci v kazdé nddobé. Jedinci, ktefi
nebudou schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, se povaZuji za
imobilizované, i kdyby dosud pohybovali tykadly.

Vysledky véetné jakychkoli anomalii v chovani dafnii si zaznamename.

Vyhodnoceni vysledkl a vypocty
Vysledky zaznamename do Excelu a jednoduchym vypoctem urcéime % imobilizace v
jednotlivych opakovanich. Pomoci softwaru Graphpad Prism stanovime ucéinné koncentrace
EC20, EC50, NOEC a LOEC.
%I = g * 100 Kde: x je pocet imobilizovanych jedinct

Platnost zkousky
Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:

e Mortalita v kontrole na konci zkousky je < 10%

e 24h- EC50 pro dichroman draselny je v rozsahu 0.6-2.1 mg/L



2. Test inhibice rastu zelené rasy Raphidocelis

subcapitata

Zpracovano podle normy OECD 201 (ISO 8692) a ceské technické normy TVN 757741.
Vyucujici: eva.travnickova@recetox.muni.cz

Princip

Odpovéd organismu (inhibice/stimulace rdstu) po expozici dané koncentraci latky je
porovndvana s pramérnym rlstem kontroly.

Test byl optimalizovdan pro provedeni v 96-ti jamkovych mikrotitracnich destickach.
Exponovanym organismem je zelena fasa Raphidocelis subcapitata (Syn. Selenastrum
subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata). Vybrané koncentrace sledované latky jsou
testovany vidy v 5 opakovanich. V experimentu stanovujeme rUst fas jako zménu optické
density fasové suspenze na konci a na zacatku experimentu. Optickd densita (absorbance
680nm) koreluje s potem bunék na mL a méfime ji pomoci spektrofotometru - je tedy dobrym
a jednoduchym zastupnym parametrem k rychlému stanoveni rlistu ras v testovém systému.

Pristroje a chemikalie
e rasova kultura o dostatecné hustoté bunék na mL - kultivovana ve standardnim
médiu (50% ZBB médium)
e 96-jamkové mikrotitracni desky (250ul/jamka), automatické pipety, Spicky k
pipetam, nddoby pro vyredéni odpovidajicich koncentraci testované latky
e destilovana voda, nesterilni 200% ZBB médium
e dichroman draselny — pozitivni kontrola

Podminky testu:
e Doba expozice: 3 dny (72h)
e Interval méfeni: zaloZeni testu, po 24, 48, 72 hodinach expozice
e Podminky expozice:
- teplota 23°C
- osvétleni 2080 Ix (poutziti klasické halogenové zarivky a zafivky Aqua Glo fialovd, 40W)

Priprava experimentu a pracovni postup:

Pro zaloZeni pokusu je potfeba pfichystat spravné naredéné inokulum fas v 50% ZBB médiu,
které napipetujeme po 125ul do kazdé testové jamky (tvofi tedy polovinu objemu testové
jamky). Druhou polovinu objemu jamky (125 uL) pak tvofi fedéni vzorku v 50% médiu, které
nasledné pridavame k fasovému inokulu dle pipetovaciho schématu:

NC = negativni kontrola
SC = rozpoustédlova kontrola (solvent control)
PC = pozitivni kontrola (dichroman draselny 1.25-2.5-5-10 mg/L)

evvs

C1 max = nejvyssi koncentrace testované latky
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Priprava média

Rasy se kultivuji v 50% ZBB médiu, jde o optimalizovanou smés Zivin a minerald vhodnou pro
kultivaci fas a sinic (presné sloZzeni bude diskutovano na cviceni). Stejné médium se uzivd i pro
expozice ras v testu toxicity. K dispozici budete mit koncentrat, 200% ZBB médium, tento
zasobni roztok se fedi na pozadovanou koncentraci destilovanou vodou.

Pfiprava inokula fas — fasové suspenze

Rasové inokulum v exponencidlni fazi riistu (=koncentrovana fasovéd suspenze odebrana z
laboratorni kultury) odebereme sterilné ze zasobni kultury v kultivaéni laboratofi. Potom
fasové inokulum vyfedime kultivaénim médiem (50% ZBB) na poZadovanou hustotu bunék na
1 mL a odpovidajici objem. Vychozi mnozZstvi bunék/mL na zacatku experimentu by mélo byt
cca 100 000. Pocty bunék na mL zjistime pomoci méreni na spektrofotometru (A680) a vypoctu
s uzitim rovnice kalibrac¢ni kfivky (viz obr.1). Obvykle fasy do testu fedime faktorem 4 (tedy
1:3).

Urceni poc¢tu bunék/mL v zakoncentrované Fasové suspenzi — Fasovém inokulu:

Méreni optické density provedeme na Cisté mikrodesce. Do 3 sousedicich jamek napipetujeme
250 ulL 50% ZBB média (blank) a do dalSich 3 sousedicich jamek napipetujeme 250uL
koncentrované fasové suspenze. Proméfime absorbanci (680nm) a namérené udaje
pouZzijeme pro vypocet fediciho faktoru. Redici faktor vypocteme pomoci jednoduché linedrni
kalibracni rovnice (zavislost optické density na poctu bunék na mL). Pfi méreni na
spektrofotometru postupujte dle instrukci cviciciho.
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Obr.1: Kalibracni kfivka pro zdavislost absorbance na poctu bunék v fasové suspenzi



Rasovou suspenzi nafedime v kadince 50% ZBB médiem na dvojnasobny pocet bunék na mL
neZ je vysledny poZadovany pocet ( tedy na 200 000 bunék/mL), protoZe suspenzi budeme
nasledné v jamkach 2x fedit prfiddvanym vzorkem v médiu.

Takto naredénou suspenzi fas rozpipetujeme na 96-jamkovou mikrotitraéni desku dle
pipetovaciho schématu — 60 vnitfnich jamek desky, okrajové jamky jsou uréeny pro blanky.

Pfed rozpipetovanim suspenzi fas dikladné promichejte. Pozor — fasy maji tendenci sesedat,
michani je opravdu dulezité!

Pfiprava koncentracni fady testované latky a pozitivni kontroly
Koncentracni fadu testované latky (vzorku) si pfipravime postupnym fedénim zasobniho
roztoku latky (vzorku) 50% ZBB médiem v plastovy epinkach ¢i sklenénych vialkach.

Pro ptipravu koncentracni fady testované latky je dllezZité si nejprve uvédomit:

. Jaky celkovy objem smési fas+média+testované latky budeme potrebovat pro 5 opakovani,
jaky objem pro negativni kontrolu/ pozitivni kontrolu/ blanky? Vidy je dobré uvaZovat i
néjakou rezervu!

. Jaky redici faktor (DF — dilution factor) je mezi jednotlivymi koncentracemi testované latky?

. Jaké negativni kontroly je tfeba zahrnout do experimentu (je latka rozpusténa ve vodé nebo v
organ. rozpoustédle)?

. Jaké blanky je tfeba zahrnout do experimentu — pro odecteni absorbance média a vzorku?

Pfi ivahach nad objem pridavaného vzorku je nutné myslet na to, aby koncentrace média a
pfipadné rozpoustédla byla ve vSech jamkach stejnda. Obsah rozpoustédla by nemél
presahnout 0.5% cilového objemu v testové jamce (v/v). V nékterych pfipadech je tedy nutné
koncentraci zasobniho roztoku adekvatné upravit.

V kazdém kroku je nutné smés testované latky s 50%ZBB médiem dlkladné promichat —
(vortex/pipeta/krouzivy pohyb).

Jednotlivé koncentracni varianty rozpipetujeme na desku po 125 uL. na jamku
- 1 fedénivzorku ve vialce/epince- pro 7 jamek + rezerva = 1000 ulL.

Testovana latka: diuron v 5-bodové koncentracni rfadé: 3.125-6.25-12.5-25-50 ug/L (DF 2).
Zasobni roztok diuronu je rozpustén ve vodé v koncentraci 20 mg/L.

Obdobné jako u testované latky postupujeme pfi pripravé 4-bodové koncentracni rady
pozitivni kontroly — dichromanu draselného. Cilové koncentrace jsou 1.25-2.5-5-10 mg/L
(DF 2) a koncentrace zasobniho roztoku je 2 g/L. Dichroman draselny je rozpustény ve vodé.

Méreni absorbance

Absorbanci méfime pti vinové délce 680 nm. Pfed kazdym mérenim je nutné jednotlivé jamky
promichat multikanalovou pipetou !!!

Ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) uloZte na pevny disk pocitace do adresare

"C:/E1241 cviceni_2019 ve formatu datum_latka_casovy interval (napf:
150331 _triclosan_0h; 150401 _triclosan_24h; atd.)



Expozice

Mikrodesti¢ku pfikryjeme vickem a exponujeme v inkubacni mistnosti s fizenym svételnym
rezimem.

Doba expozice: 3 dny

Interval méreni: Oh, 24h, 48h, 72h

Podminky expozice: teplota 23°C, osvétleni 2080 Ix (pouziti klasické halogenové zafivky a
zarivky Aqua Glo fialovd, 40W)

Vyhodnoceni

Vysledkem testu toxicity na fasach jsou dva endpointy — inhibice rlistové rychlosti a inhibice
vytézku. Vyhodnoceni vysledkl experimentu provadime v programech MS Excel a GraphPad
Prism.

V MS Excel provedeme prvni vypocty.

Od kazdé namérené hodnoty vzorku/kontroly odecteme pridmérnou absorbanci blanku
(destil. voda v okrajovych jamkach).

Pro kazdou koncentracni variantu/kontrolu vypocteme primér, smérodatnou odchylku a
koeficient variance

Vyloucime pfipadné odlehlé hodnoty (CV>10%)

Endpoint — INHIBICE RUSTOVE RYCHLOSTI (Growth rate inhibition):

Z upravenych hodnot vypocitame rlstovou rychlost dle vzorce:

_ InODgonec—=In ODstqrt

tkonec—tstart

kde:

) pramérna specificka rdstova rychlost v ¢ase 0-x (dny);
tstart Casovy zacatek expozice (0 den);

tkonec Casovy interval méreni (x-ty den);

ODstart absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);

ODkonec  absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);

Hodnoty rlstové rychlosti pouZijeme pro vypocet inhibice ristu dle vzorce:

Ug —Uy

%Il = * 100
Mk
kde :
Uk pramér specifické ristové rychlosti kontroly
Uy pramér specifické ristové rychlosti jednotlivych
variant koncentraci toxikantu
%l procento inhibice rGstu oproti negativni/rozpoustédlové

kontrole v dané koncentracni varianté



Pro kontrolu validity testu je tfeba spocitat rlstovou rychlost v kazdém casovém intervalu
(024; 24-48;48-72) — rlistova rychlost kontroly by se méla pohybovat v intervalu 0.4-1.

5. Endpoint — INHIBICE VYTEZKU (Yield inhibition):
Z upravenych hodnot vypocitdme vytézek biomasy dle vzorce:

Y = ODkonec-ODstart kde:
OD:start - absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODonec - absorbance (po odecteni blanku) v €ase x (dny);

Dale vypocitame inhibici vytézku biomasy dle vzorce:

YK - Yv

%I = * 100

kde:
Yk - vytézek kontroly
Y, - vytéZzek jednotlivych variant koncentraci toxikantu

Vypocet ucinnych koncentraci:

Vysledné hodnoty inhibice ristové rychlosti a vytézku biomasy vloZte vidy k odpovidajicimu
logaritmu koncentrace do softwaru GraphPad PRISM, a vypoctéte hodnoty IC50, 1IC20, NOEC
a LOEC pro oba endpointy. Stejny vypocet provedte pro pozitivni kontrolu — dichroman
draselny. P¥i vypoctu postupujte dle instrukci ziskanych na bloku 3 (Dr. Jifi Novak).

V MS Excelu a GraphPadu sestrojte graf zavislosti inhibice ristové rychlosti a vytézku biomasy
na koncentraci toxikantu a obdobny graf s pozitivni kontrolou — dichromanem draselnym. V
grafu zobrazte variabilitu vasich vysledk( vyznaéenim smérodatné odchylky.

Ovéreni citlivosti
Zkouska se povazuje za platnou, pokud se EC50 zpUsobena referenénim roztokem
(dichroman draselny- pozitivni kontrola) pohybuje v rozmezi 0.8-1.2 mg/L



3.Zkouska inhibice luminiscence emitované

morskymi bakteriemi Vibrio fischeri
Zpracovano podle ISO 14735 (2005)
Vyucujici: jiri.novak@recetox.muni.cz

Jednd se o rychly, jednoduchy a levny test akutni toxicity na prokaryotickém organismu, ktery
slouzi ke sledovani toxickych ucink nejen cistych chemickych latek ¢i jejich roztokd, ale i
environmentalnich smési extrahovanych z rlznych vzorkd. Tato metoda je méné vhodna pro
silné zabarvené vzorky nebo vzorky obsahujici nerozpusténé latky nebo latky, které reaguiji s
zivnym roztokem nebo podléhaji zméndm béhem zkousky (naptiklad vysrazZeni,
biochemickému nebo fotochemickému rozkladu), a tim mohou poskytovat nespravné
vysledky, popfipadé zhorsit reprodukovatelnost.

2.1.Princip

Testovacim organismem v testu je morskd gramnegativni bakterie Vibrio fischeri (Aliivibrio
fischeri), ktera za optimalnich podminek intenzivné luminuje (svétélkuje). Test je zaloZen na
zhaseni bioluminiscence této bakterie je-li ve vzorku pfitomna biodostupna toxickd latka,
kterd mize metabolickou aktivitu bakterii vyznamné sniZit, pfipadné zastavit. To se ihned
projevi poklesem intenzity bioluminiscence. MnozZstvi emitovaného svétla se méfri
luminometrem pred a po pridani testované latky (po 15 a 30 minutach expozice). Teplota
v pribéhu testu musi byt konstantni (t = 15°C).

2.2.Pristroje a chemikalie

Chlazeny termostat s moZnosti temperace na 15°C, chlazeny luminometr, automatické
pipety 5—50 ul, 50 — 200 ul, 200 — 1000 pul, 1000 — 5000 ul, $picky, NaCl, modelové
toxikanty: Siran zine¢naty (ZnS04.7H;0), 3,5-Dichlorfenol nebo Dichroman draselny (K,Cr.07)

2.3.Podminky testu:
e teplota: 15°C
e délka expozice 15 a 30 min.

2.4.Pfiprava vzorku

Testované latky naredime v pozadovanych koncentracich v pracovni mikrodesce, jako
standardni rozpoustédlo se pouziva 2% NaCl (chlorid sodny) s vyslednym objemem minimalné
150 pl na jamku. Nezapomeneme zahrnout i sadu kontrol (pozitivni kontrola napft. fedici fada
K2Cr207, negativni a pfipadné i solventovou kontrolu). Desku ddme i se vzorky vychladit do
lednice. Environmentalni vzorky se zkouseji co nejdfive po odbéru ¢i pripravé. Vzorek se
dikladné protrepe a je-li to nutné, homogenizuje. Je-li pH vzorku mimo povoleny rozsah
(7,4 £ 0,3), je tireba pred testovanim upravit.

2.5.Postup testu
e Klyofilizované kulture bakterie ihned po otevreni pfidame 0,5 ml 2% NaCl a nechame
ji v ledové lazni rehydratovat minimalné 15 min.
e Pfidame 100 pul rehytratované kultury do 4 ml vychlazeného 2% NaCl (15°C) a nechame
10 minut vytemperovat (resuscitovat).
e Zfedéna suspenze bakterii se pipetuje do bilé desky po 30 ul na jamku.



e Po dalSich 10minutach ekvilibrace se méri pocatecni intenzita svétla synchronizované
po 45 sekunddach. Po kazdém méreni se pridava 800 ul 2% NaCl (negativni kontrola)
respektive méreného vzorku.

e DalSi méreni se provadi synchronizované po 15 a 30 minutach.

2.5.1.Vypocty
Nejdfive vypocitdme koeficienty pfirozeného vyhasindni bioluminiscence pro jednotlivé
Casy:

Rt = Ikt / ko

kde R: je koeficient pfirozeného vyhasinani v ¢ase t (15 nebo 30 min), Ik je intenzita
bioluminiscence u kontroly v ¢ase t a Iko je intenzita bioluminiscence u kontroly v ¢ase 0.

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vypocdte procentudlni ubytek svétla tj. inhibice
bioluminiscence:

Inhg = (Rt . lo- 1) / (Re. lo) . 100

kde, Rt je koeficient pfirozeného vyhasinani v Case t, lpje bioluminiscence v ¢ase 0, kdyby
neobsahoval toxikant a It je namérenad bioluminiscence v Case t.

Vypocet ECso se provadi z kfivky davka-odpovéd. Kvypoctu doporucujeme pouzit
program GraphPad Prism, s jehoZ obsluhou jste byli sezndmeni v prfedchozich hodinach.

2.6.Protokol

Protokol ze cvi¢eni bude kromé kratkého shrnuti teorie obsahovat tabulku s primarnimi daty
a vypoctené hodnoty inhibice (pro jednotlivd opakovani + priméry se smérodatnymi
odchylkami), grafy popisujici zavislost davka-odpovéd (logC vs Inh%) pro zmérené casy
expozice s prolozenymi modelovymi kfivkami, z které byl proveden odhad EC50 a (vloZeno z
GraphPadu ¢i Excelu) hodnoty tohoto odhadu pro zmérené casy expozice. Zhodnoceni
vysledk, diskuse nad pripadnymi nesrovnalostmi.

2.7.0véreni citlivosti
Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
e Koeficient pfirozeného vyhasinani R: se pohybuje v rozmezi 0,6-1,8
e Referencni roztoky (vSechny tfi pro zasobni kulturu nebo pouze dichroman draselny
pro kazdy test) zpusobuji 20-80% inhibici po 30 minutdch pro nasledujici koncentrace
standardnich latek:

3,4mg/| 3,5-Dichlorphenol
2,2mg/l Zn (I 9,67 mg/l ZnS04.7H,0
18,7 mg/| Cr (V1) 52,9 mg/l K2Cr,07



Schematicky nakres zkumavkové verze testu Microtox
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4. Test stanoveni akutni toxicity pro rybi embryo

Zpracovano podle normy OECD 236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test
Vyucujici: eliska.rozmankova@recetox.muni.cz

Ryby jakoZto konzumenti vysSiho fadu hraji v ekosystému dlleZitou ulohu. Jsou soucasti
potravnich pyramid, podileji se na distribuci Zivin, promichavani sedimentu a vodniho sloupce,
jakoZto vrcholovi predatofi maji vliv na celkové usporadani vodnich ekosystém(. DuleZita je i
jejich funkce hospodaFskd, sportovni a rekreaéni. Uhyny ryb jsou ¢astym a medidlné
pouZivanym indikatorem chemickych havarii, a tim i znecisténi Zivotniho prostredi. Testy na
rybach jsou v toxikologii a ekotoxikologii dlouhodobé vyuzivany. Testy na dospélcich jsou vsak
testy na zviratech, a tak se poji s urcitymi etickymi problémy. V poslednich desetiletich je
snaha omezovani testl na zvifatech a jejich nahrazovani alternativnimi testy, takzvané 3R
(Reduction, Refinement, Replacement). Jednim z téchto testl je i test na embryich Dania reria.
Tento test neni testem na zvitatech, nebot rand vyvojova stadia nejsou povazovana dle platné
legislativy za zvitata. Pfedpoklada se, Ze embrya neciti bolest a celkovy stres je nizsi nez u
dospélych jedincli. Na druhou stranu bylo prokazano, Ze vysledky akutniho testu na embryich
jsou srovnatelné s vysledky testd na dospélcich.

Princip testu

Embrya Dania reria jsou exponovana rliznym koncentracim testované latky v krystalizacnich
miskach. Test zac¢ind okamzité po fertilizaci a pokracuje po dalSich 96 hodin (4 dny). Letalni a
subletdlni efekty jsou uréeny porovnanim s kontrolou a pouzity pro vypocet LC50, EC50, NOEC
a LOEC. Ve standardnim testu se pouZiva minimalné 5 koncentraci testované latky a kontrola.
V této zkracené verzi pro Ucely cviceni bude v jedné krystaliza¢ni misce 20 embryi na jednu
koncentraci latky a studenti si své vysledky nasdili, ve vysledku tedy budeme mit 4 replikaty.
V OECD normé 236 se pouziva 20 embryi na koncentraci v plastovych 24 jamkovych
mikrodeskach, v OECD 210 je to 80 embryi na koncentraci rozdélenych do 4 replikatd, v I1SO
15088 je to deset embryi na koncentraci a v ISO s dospélci Dania reria se pouziva 7 jedincd na
koncentraci. Vtestu se pouZije latka s prokdzanymi teratogennimi, embryotoxickymi,
nefrotoxickymi, hepatotoxickymi, karcinogennimi a neurotoxickymi ucinky, ktera je tékava a
vstiebava se kaZi i sliznicemi (ethanol), popfipadé standadni latka pro tento test 3,4-
dichloroaniline (T).

Pfistroje a chemikalie

Krystalizacni misky, standardni medium, 1000 pl pipeta, 200 ul pipeta, Spicky na pipety,
Pasteurova pipeta, testovana chemikdlie diuron, rozpoustédlo DMSO, ethanol,
methylcelluléza, anestetikum MS-222, binokular, stfi¢ky, laboratorni papir, laboratorni
rukavice.

Podminky testu

Test probiha pfi teploté 26+1°C.

Uspé&3nost fertilizace vajicek by méla byt vice nez 70 %

Nasyceni media kyslikem by mélo byt na konci testu vice nez 80 % v kontrole a nejvyssi
testované koncentraci

V negativni kontrole (a v rozpoustédlové, je-li pouzita) by mélo prezit vice nez 90 % embryi

V negativni kontrole (a v rozpoustédlové, je-li pouzita) by mélo byt na konci testu vyklubano
minimalné 80 % embryi



Medium je pfipraveno podle ISO 5667 a ISO 7346-3. Mozné rozpéti pH béhem testu je 6,5 —
8,0. Sklada se ze soli rozpusténych v milliQ vodé (CaCl,*2H,0, MgS04*7H,0, NaHCOs3, KCl).
Médium jiZ pro vas bude pfipraveno.

Svételny rezim je nastaven na 14 hodin svétla a 10 hodin tmy

Pozitivni kontrola (napf. 4 mg/L 3,4-dichloroaniline) zplsobi umrti minimalné 30 % embryi.

Postup testu

Cviceni je stejné jako standardni test rozdéleno do 5 dn(. Prvni den se pokus zaloZi, kazdy den
(idedlné vidy po 24, 48, 72 a 96 hod) probiha kontrola embryi. Mrtvd embrya jsou z
krystalizanich misek okamzité odstranéna. Zavérecné vyhodnoceni probiha v 96 hpf (hours
post fertilization) za pouziti smési methylcellulézy a anestetika MS-222 (10 ml methylcellulézy
a 2,5 ml anestetika) jsou larvy imobilizovany pro snazsi pozorovani a je moziné pofridit
fotodokumentaci nékolika malformaci pro pouziti v protokolech. Celkem se pracuje s negativni
kontrolou (ve standardnim médiu), s rozpoustédlovou kontrolou (standardni medium s
pridavkem rozpoustédla DMSO ve stejném objemu, jaky se nachdazi v koncentracni radé) a pét
vzrlstajicich koncentraci testované latky diuron. Jako pozitivni kontrola je pouZito
5 vzrastajicich koncentraci ethanolu. Pro statistické vyhodnoceni dostanou studenti vysledky
od ostatnich skupin.

Den 1 - zalozeni testu

Cilem prvniho dne je rozpozndani spravné se vyvijejicich embryi pro test, nacviceni prace
s binokuldarem a pfenos embryi. Po prfeneseni ddme misky kultivovat do kultivacni komory
s fizenym svétlem a teplotou (26°C a 14 hodin svétlo, 10 hodin tma).

Pozor, nejprve prenasime embryo do kadinky s roztokem o stejné koncentraci, teprve poté
jsou preneseny do finalnich krystalizacnich misek (dbdme na co nejmensi roziedéni roztoki
médiem).

Obrazek 1: embrya 3 hodiny po fertilizaci, vpravo dole je vidét jediné zdravé embryo

Den 2 - pozorovani efekti po 24 hodinach vyvoje

Nejdfive se naucime rozpoznavat spravné se vyvijeci embrya. Nasledné vSechny efekty
v jednotlivych koncentracich zaznamename do protokolu. Pozorovani probéhne pod
binokuldarem pfipojenym k pocitaci. Efekty bude pozorovat celd skupina na obrazovce.
K pokusu pofidime obrazovou dokumentaci.

Pozorované efekty po 24 hodinach:

Letalni efekty: koagulace, neoddéleni ocasu embrya od Zloutku, nevyvinuti somitd.



Subletalni efekty: nevyvinuté oci, deformace, kontrakce a jakékoliv dal$i odchylky od
normalu.

Den 3 - pozorovani efektli po 48 hodinach vyvoje

Postup bude stejny jako v den 2. Pozorované efekty se vSak budou liSit. Navic budeme
pozorovat pocty vylihlych embryi.

Pozorované efekty po 48 hodinach:

Letalni efekty: koagulace, nepfitomnost tlukotu srdce,, neoddéleni ocasu embrya od Zloutku,
nevyvinuti somitd.

Subletalni efekty: rlizné typy deformaci, specidlné pak deformace srdce, patefre, ocasu, zména
poctu srdecnich tepl za minutu, lihnuti.

Obrazek 3: zdravé se vyvijejici embrya 48 hpf

Den 4 — pozorovani efektd po 72 hodinach vyvoje
Postup bude stejny jako v den 2.
Letalni efekty: koagulace, nevyvinuti somitll, nepfitomnost tlukotu srdce, neoddéleni ocasu.

Subletalni efekty: rlizné typy deformaci, specidlné pak deformace srdce, patefre, ocasu, zména
poctu srdec¢nich tepl za minutu, lihnuti.



Den 4 — pozorovani efektli po 96 hodinach vyvoje

Zaznamename konecnou mortalitu pro kazdy replikat, jakoZ i pocet (ne)vylihlych embryi.
Nasledné jedince prfesuneme do kadinky se smési methylcelluléza+anestetikum a pozorujeme
je na Petriho misce pod mikroskopem, zajimavé efekty mizeme vyfotit ptripojenou kamerou.
Zapisujeme rlazné typy deformaci: patere, ocasu, hlavy, nevyvinuti Celisti, neabsorbovany
Zloutkovy vak, rizné edémy (srdce, Zloutkového vaku, ...), nevyvinuty ¢i nenafoukly plynovy
méchyf.

Na zavér testu je provedena eutanazie zebri¢ek za pouZiti par kapek esencialniho oleje z
hiebicku.

Protokol - Zpracovani vysledku
KaZzdy student zpracuje a odevzdd hodnoty EC50, LC50 a NOEC pro vSechny pozorované

zaClenit také embrya uhynuld v pfedchozich dnech. Dale pak spoditat EC50 a NOEC pro
jednotlivé subletalni efekty. Pro vypocet pouZijte materidly z bloku 3. Pro NOEC poutZijte
Dunnet, Williams, nebo Wilcoxon test. Pro vypocet EC50 a LC50 pouzijte béiny postup
z predndsek.
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Obrazek 4: Sprdvné se vyvijejici embryo (zdroj: norma OECD 236)



Obradzek 5: Spatné se vyvijejici embrya (1dpf)

A koagulace

B neoddéleni ocasku od Zloutku (zdroj: norma OECD 236)
C Nevyvinuti somit(

Obrdzek 6: malformované larvy zebricky po 96 hpf

A zdrava larva

B malformace Celisti, chybéjici plynovy méchyft, srdecni edém, Spatné absorbovany Zloutkovy
vak

C Deformace patere, malo nafoukly plynovy méchyr, malformace hlavy

D malformace hlavy, srde¢ni edém, absence plynového méchyre, nevstiebany Zloutkovy vak
E Vaziné deformity patere, ocasu, hlavy, mnozstvi edému



